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Kadulja (Salvia officinalis L.) jedna je od važnijih predstavnica ljekovitog bilja te se koristi više 
od 4000 godina za ljudsku prehranu, kao začin, ali i u medicinske svrhe, zbog svojih 
antimikrobnih, protuupalnih i drugih svojstava (Ghorbani i sur., 2016). Aromatska biljka je 
bogata biološki aktivnim spojevima koji se većim djelom nalaze u listu. Najveći postotak 
zastupljenosti čine fenolni spojevi, točnije hidroksicimetne kiseline i njezini derivati, među 
kojima dominantnu ulogu imaju derivati kafeinske kiseline, posebno ružmarinska kiselina. 
Fenolni spojevi su iznimno važni za rast i reprodukciju biljke, a istraživanja pokazuju i njihovo 
snažno antioksidativno djelovanje (Rice-Evans i sur., 1996). Na sastav i koncentraciju fenolnih 
spojeva kadulje utječu brojni čimbenici kao što su klimatski i ekološki uvjeti, sastav tla te blizina 
mora. Prvi i najvažniji korak izolacije fenolnih spojeva iz kadulje je ekstrakcija, a jedinstveni 
standardni postupak ekstrakcije ne postoji. Najčešće primjenjivana je klasična ekstrakcija uz 
primjenu organskih otapala, uz zagrijavanje kroz određeno vrijeme. Uobičajena otapala koja 
se koriste su etanol i metanol, ali i druga poput acetona, etil acetata, n-butanola, izopropanola 
te vode. Budući da dulje vrijeme ekstrakcije, veća potrošnja otapala i energije te rizik od 
degradacije termolabilnih fenolnih spojeva predstavljaju nedostatke takvih metoda, sve se više 
istražuju moderniji i ekološki prihvatljiviji postupci ekstrakcije, kao i primjena ekološki 
prihvatljivijih otapala.  
 
Cilj ovog istraživanja je bio priprema ekstrakata lista kadulje, te usporedba ekstrakcijskog 
kapaciteta izolacije polifenolnih spojeva iz kadulje primjenom ekstrakcije refluksiranjem u 
odnosu na maceraciju. Također, cilj je bio usporediti primjenu različitih kombinacija 












2. TEORIJSKI DIO 
 
2.1. KADULJA (Salvia officinalis L.) 
2.1.1. Osnovne karakteristike biljke 
Salvia officinalis L. pripada porodici Lamiaceae (usnače), podporodici Nepetoideae, tribusu 
Menthae, subtribusu Salviinae, rodu Salvia (Drew i Sytsma, 2012). Aromatsku biljku je prvi put 
opisao Carl Linné 1753. godine. Prethodno je razmatrana uglavnom zbog eteričnih ulja, a 
posljednjih nekoliko desetljeća ekstraktu kadulje su dokazana značajna antioksidativna i 
antimikrobna svojstva (Dent i sur., 2015; Dragović-Uzelac i sur., 2012). Biljka je poznata od 
davnina, a u antičko doba koristila se kao lijek za brojne bolesti. O ljekovitosti biljke govori i 
naziv roda Salvia, koji potječe od riječi „salvare“, što znači spasiti ili iscijeliti. U narodu je 
kadulja poznata pod drugim nazivima kao što su kuš, pelim, slavulja ili žalfija. Tradicionalno 








a)                                                                 b) 
Slika 1. Prikaz a) cvijeta i b) lista kadulje Salvia officinalis L. (Nikolić, 2015). 
 
Kadulja je višegodišnja polugrmovita biljka mediteranskog porijekla. Sadrži nekoliko 
razgranatih stabljika koje izbijaju neposredno iz korijena, a može dosegnuti visinu i do 90 cm. 
Na dugim dršcima nalaze se srebrnozeleni listovi, fino naborani i s obje strane prekriveni 
dlačicama. Cvjetovi su dvospolni, jednodomni i veliki oko 2-3 cm. Ocvijeće je dvostruko, a 
čaška cjevasta i dvousnata. Vjenčić izgledom podsjeća na čašku, ali je barem dvostruko duži, 
plave ili ljubičaste boje. Cvjetovi su vrlo ugodna mirisa koji privlači pčele te je kadulja važna 
medonosna biljka (Trinajstić, 1992). Ima 2 prašnika, prirasla za cijev vjenčića, i jedan tučak s 
nadraslom plodnicom. Plod je kalavac, a dijeli se na male tamnosmeđe, glatke oraščiće.   Kao 
samonikla biljka raširena je na našem priobalju i otocima, na kamenitom tlu, a uzgaja se u 
cijelom svijetu zbog izuzetno ljekovite vrijednosti (Umeljić, 2004). 
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2.1.2. Geografska rasprostranjenost 
 
Rod Salvia najbrojniji je rod porodice Lamiaceae koji sadrži između 700 i 1000 vrsta i ima tri 
centra rasprostranjenja: centralna i južna Amerika, središnja i istočna Azija i Mediteran (Walker 
i sur. 2004). Prirodni areal ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.) prostire se duž sjevernog, 
srednjeg i južnog Jadrana i bližeg kontinentalnog područja, uključujući dijelove Slovenije, 
Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Crne gore i Albanije (Ristić i sur., 1999). Hrvatsko primorje, od 
otoka Krka i Cresa na sjeveru, do planine Biokova na jugu, čini središte rasprostranjenosti 
(Trinajstić, 1992). Pretpostavlja se da je pradomovina kadulje upravo Balkanski poluotok 













Slika 2. Rasprostranjenost ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.) na području Mediterana                                                                 
(Jantol i Kekić, 2013). 
 
Ljekovita kadulja raste na nadmorskoj visini do 1000 m, otporna je na dugotrajne suše te je 
veoma važna jer svojim korijenom sprječava eroziju tla krškog područja. Od cijelog niza 
poznatih varijeteta, podvrsti, formi i subformi biljke kadulje, u Europi se po veličini, obliku i 
dlakavosti listova razlikuju tri podvrste: lavandulifolia, minor i major. Podvrsta lavandulifolia 
raste na Pirinejskom poluotoku, prepoznatljiva je po duguljastim i uskim listovima, cvjetovima 
na kratkim stapkama te karakterističnom mirisu koji podsjeća na ružmarin. Podvrsta minor 
rasprostranjena je na području srednjeg i zapadnog Sredozemlja, listovi su joj manje dlakavi, 





Za naše područje karakteristična je podvrsta minor koja se može svrstati u tri tipa. 
Sjevernojadranski tip, prepoznatljiv je po uškastim liskama na peteljci, a raste na području 
Kvarnera. Srednjejadranski tip ili kadulju krstašicu karakteriziraju izduženi listovi, a raste na 
području Makarske. Južnojadranski tip ili primorska kadulja s relativno velikim listovima raste 
na području Dubrovačkog primorja i Stona. Podvrsta major raste na istočnom Mediteranu, u 
Maloj Aziji, Siriji i južnoj Rusiji, biljka je izgledom veća od prethodno opisane dvije podvrste 
(Kuštrak, 2005).  
 
Ovisno o klimatskim uvjetima staništa, ljekovita kadulja cvijeta između ožujka i srpnja, a 
cvjetanje traje oko mjesec dana. Za vrijeme cvjetanja proizvodi veliku količinu nektara, što ju 
čini važnom medonosnom biljkom. Smatra se da je kadulju najbolje brati nakon cvatnje, u 
srpnju, jer je tada sadržaj tujona najveći. Kvaliteta eteričnog ulja i tržišna cijena kadulje 
proporcionalno rastu ovisno o količini prisutnog tujona. Klimatski uvjeti imaju veliki utjecaj i na 
udio tujona u kadulji, stoga se osobito vrijednom smatra kadulja s otoka Paga i Velebita, a 




2.1.3. Eterično ulje iz kadulje 
 
Dijelovi biljke, najčešće list kadulje se podvrgava operacijama sušenja i usitnjavanja te metodi 
ekstrakcije eteričnog ulja. Ulje je bistra, žućkasta do zelenožućkasta, lako hlapljiva tekućina, 
karakteristična mirisa i okusa, koja peče na jeziku. Ima dobru topljivost u lipofilnim otapalima, 
dok se slabo otapa u vodi. Štiti biljku od hladnoće i vrućine, a svojim mirisom privlači insekte i 
tjera biljojede. Glavni sastojci su lakohlapljivi monoterpeni: α- i β-tujon, 1,8-cineol, (+)-kamfor, 
borneol i bornil-acetat, te seskviterpeni: humulen, (-) kariofilen i viridiflorol. Osim terpena, u 
mješavinama se nalaze i fenolni spojevi, fenilpropani i spojevi sa sumporom. Kadulja (Salvia 
officinalis L.) s područja RH ima veći sadržaj eteričnog ulja od ostalih vrsta kadulje. Najveći 
udio eteričnog ulja nalazi se u listu kadulje, a sadržaj ulja je uvjetovan geografskim podrijetlom 
i ovisi o mjesecu kada je kadulja ubrana. Nešto manji udio eteričnog ulja zastupljen je u cvijetu, 







2.1.4. Djelovanje i uporaba kadulje 
 
Kadulja spada u najstarije medicinske biljke, a čajevi i pripravci od kadulje koriste se još od 
grčkih i rimskih vremena zbog svojih protuupalnih, fungicidnih, baktericidnih, virucidnih i 
gastroprotektivnih svojstava (Greguraš, 2013). Aromatični listovi kadulje, osim što su bogati 
sekundarnim biljnim metabolitima, fenolnim kiselinama, flavonoidima, diterpenima i 
triterpenima, sadrže i eterično ulje (Wang i sur., 1998). U fitofarmaciji, kadulja ima vanjsku i 
unutarnju primjenu. Za vanjsku primjenu, koriste se tinkture, infuzije ili ekstrakti kadulje za 
ispiranje usne šupljine kod upala i angine. Za unutarnju primjenu, kadulja se najčešće rabi u 
obliku čaja za želučane i crijevne tegobe, kod opeklina, opušta grčeve te smanjuje znojenje. 
Već spomenuti α-tujon najzastupljenija je komponenta s udjelom od 50% u stabljici, 30% u 
listovima i 18% u cvijetu. Zbog visokog sadržaja toksičnog tujona, kadulja se mora uzimati u 
manjim i određenim količinama. U suprotnom, visoke doze tujona mogu uzrokovati grčeve, 
epileptični napad, halucinacije, depresiju i zastoje disanja. Osim uporabe u fitofarmaciji, 
značajna je uporaba kadulje kao začina. Dodaje se u mesne i riblje konzerve zbog svoje uloge 
prirodnog konzervansa. Zbog estrogenskog djelovanja koristi se i pri tegobama mjesečnog 
ciklusa ili za prestanak izlučivanja mlijeka. Provedena su i istraživanja koja pokazuju pozitivan 
učinak kaduljina lista na kognitivne funkcije i raspoloženje kod zdravih mladih pojedinaca i kod 
starijih pacijenata s blagom do umjerenom Alzheimerovom bolesti (Perry i sur., 2003). Med od 
kadulje se u Hrvatskoj proizvodi u malim količinama zbog relativno ograničenih klimatskih 
uvjeta i specifičnih zahtjeva za podlogom. Ljekovitosti meda, ali i same kadulje, pridonosi 
sadržaj polifenolnih sastojaka koji imaju antioksidativni učinak. Osim ljekovite uloge, biljka ima 
i ukrasnu vrijednost i nerijetko se sadi u vrtovima zbog mirisa, privlačnih listova i izgleda, a uz 
to nije zahtjevna za održavanje. Primjena eteričnih ulja vrlo je rasprostranjena i obuhvaća 
područje kozmetičke industrije, prehrambene industrije, medicine, farmakologije i 
fitopatologije. Ono se rabi u proizvodnji sredstava za njegu kose, kože, zubiju te u proizvodnji 
sapuna, parfema, losiona i deterdženata. Korištenje eteričnih ulja kao antimikrobnih sredstava 
u kozmetičkoj industriji nije toliko rašireno jer su ta antimikrobna svojstva blaga, za razliku od 
nekih uobičajenih sredstava koja se inače koriste. Govorimo li o očuvanju zdravlja, eterična 
ulja se oduvijek koriste u liječenju bolesti te za poboljšavanje raspoloženja i koncentracije. 
Utječu na fizičko, emocionalno, duhovno i mentalno stanje ljudi, odnosno na mozak, posebice 
hipotalamus i limbički sustav. Eterično ulje kadulje zbog svog snažnog antimikrobnog učinka 
ima sve veći potencijal primjene kao dodatka u konzerviranoj i pakiranoj hrani, juhama, mesu, 




Eterično ulje kadulje inhibira bakterije usne šupljine, kao što su obvezatni anaerobi 
(Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus anaerobius i Porphyromonas gingivalis) i 
mikroaerofili (Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophaga spp. i Eikenella 
corrodens). Fakultativni anaerobi bakterija usne šupljine (Actinomyces viscosus, Strepococcus 
sanguis, Streptococcus sobrinus) manje su osjetljivi na eterično ulje kadulje (Shapiro i sur., 
1994). Istraživanja su pokazala da je eterično ulje kadulje učinkovito i protiv rasta bakterija 
Bacillus subtilis, Brevibacterium linens, Micrococcus luteus i Seratia marcescens (Deans and 
Ritchie, 1987). 
 
2.2. Polifenolni spojevi  
 
Prilikom rasta i razvoja, biljka proizvodi brojne primarne i sekundarne metabolite koji 
omogućavaju njezin opstanak i komunikaciju s okolinom (Kliebenstein i Osboum, 2012). U 
primarne metabolite ubrajaju se tvari nastale neposrednom pretvorbom, npr. šećeri. Polifenolni 
spojevi su sekundarni biljni metaboliti bioaktivnih značajki prisutni u velikom broju biljaka. 
Imaju zaštitnu ulogu već u samoj biljci zbog antioksidacijskog i antimikrobnog djelovanja, a 
štite biljku i od UV zračenja. Međusobno se razlikuju po strukturi, od jednostavnih koji sadrže 
hidroksilirani aromatski prsten sve do polimeriziranih spojeva (Spanos i Wrolstad, 1992). Prema 
kemijskoj strukturi dijele se na fenolne kiseline i flavonoide.   
 
Polifenoli se sintetiziraju iz dva glavna biosintetska puta: put šikiminske kiseline i acetatni put 
(acilpolimalonatni put). Šikiminska kiselina je univerzalni prekursor u biosintezi aromatskih 
aminokiselina u mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) i višim biljkama, ali ne i u 
životinjskim organizmima (Vladimir Knežević, 2008; Bravo, 1998). Polifenoli spadaju u skupinu 
spojeva koji su jedni od glavnih nositelja senzorskih osobina hrane, a sve se više istraživanja 
bavi njihovim brojnim pozitivnim učincima na ukupan organizam. Ljekovito bilje poznato je kao 
dobar izvor biološki aktivnih supstanci koje značajno povećavaju unos antioksidansa putem 
hrane (Dragland i sur., 2003).  Dnevno se prehranom unese oko 1 g polifenola, što je mnogo 
više od unosa ostalih poznatih antioksidansa. Glavni izvor polifenola u prehrani je voće te u 
manjoj mjeri povrće, suhe mahunarke i žitarice, a od pića su to vino, čaj, kava i pivo (Scalbert 
i Williamson, 2000). Dugotrajna konzumacija hrane i pića bogatih polifenolima smanjuje rizik 
od razvoja tumora, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, osteoporoze i neurodegenerativnih 





2.2.1. Fenolne kiseline 
Fenolne kiseline čine oko trećinu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama, a prisutne su u 
slobodnom ili vezanom obliku. Manji se broj fenolnih kiselina javlja u slobodnom obliku, dok 
su većinom u biljkama prisutne konjugirane (ponajviše esterifikacijom) sa strukturnim biljnim 
dijelovima (celulozom, proteinima i ligninom) ili s različitim molekulama, uključujući 
jednostavne šećere i organske kiseline (Vuković, 2013). Dijele se na dvije podskupine: 
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline te njihovi derivati (Bravo, 1998). Hidroksicimetne 
i hidroksibenzojeve kiseline razlikuju se u stupnju hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena 
(Macheix i sur., 1990). 
 
Hidroksibenzojeve kiseline su derivati benzojeve kiseline, obično prisutne u slobodnom 
obliku ili u obliku konjugiranih šećera, estera i organskih kiselina. U ovu skupinu kiselina se 
ubrajaju galna, protokatehinska, vanilinska, siringinska, gentistinska i elaginska kiselina. 
Hidroksibenzojeve kiseline mogu nastati izravno između produkata puta šikiminske kiseline, 
međutim u biljkama češće nastaju degradacijom derivata cimetne kiseline (Russell i sur., 
1999).  
 
Slika 3. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999) 
 
 
Hidroksicimetne kiseline su derivati fenilpropanoida i predstavljaju važne građevne jedinice 
mnogih drugih prirodnih spojeva. U skupinu takvih kiselina se ubrajaju kafeinska kiselina, 
najzastupljenija u biljnom svijetu, te kumarinska, ferulinska i sinapinska kiselina. Obično su 
prisutne u konjugiranim oblicima ili u obliku specifičnih estera, kao npr. klorogenska kiselina i 






Slika 4. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Robards i sur., 1990) 
 
2.2.2. Flavonoidi 
Flavonoidi su druga velika skupina sekundarnih biljnih polifenola karakteriziranih flavanskom 
jezgrom. Identificirano je više od 6400 flavonoida (Harborne i Baxter, 1999). Osnovnu 
strukturu čini difenilpropan odnosno dva benzenska prstena (A i B) povezana piranskim 
prstenom (C) koji ima vezan kisik (Slika 5). Flavonoidi koji su zastupljeni u hrani razlikuju se 
po broju i položaju hidroksilnih, metoksilnih i glikozidnih skupina te po konjugaciji između dva 
benzenska prstena. Također, flavonoidi se međusobno razlikuju prema stupnju oksidacije 
centralnog piranskog prstena. U biljkama su najčešće prisutni u obliku 3-O-glikozida ili 
polimera.  
 
Pronađeno je više od 80 različitih vrsta šećera vezanih na molekule flavonoida i to: 10 
monosaharida, 39 disaharida, 30 trisaharida i jedan tetrasaharid. Glikozilacija flavonoida 
uglavnom se događa na položaju 3-, a rjeđe na položaju 7-. Najčešći šećer je D-glukoza, no 
javljaju se i D-galaktoza, L-ramnoza, D-ksiloza, L-arabinoza te neki disaharidi kao što je 
rutinoza (Miller 1996). Nastajanje flavonoida u biljkama uvjetovano je brojnim faktorima kao 














U flavonoide se ubrajaju: flavoni (apigenin, luteolin, tangeretin), flavanoni (naringenin, 
hesperitin), flavanoli (katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin), flavonoli (kamferol, 
kvercetin, miricetin), flavanonoli (taksifolin), procijanidini (teaflavin, B1, B2, A2, C1), antocijani 
(delfidin, cijanidin, malvidin, petunidin, peonidin, pelargonidin), izoflavoni (daidzein, 
genistein), čalkoni (floretin, ksantohumol), neoflavonoidi (dalbergin) (Tsao 2010). 
Neke skupine flavonoida su neobojene (npr. flavononi), dok drugi članovi skupine 
(npr. antocijani) daju boje voću i cvijeću i poznati su kao pigmenti.  
 
Flavonoidi su široko rasprostranjeni u biljnom svijetu, od alga do kritosjemenjača. Sastavni su 
dio gotovo svih viših biljaka, a najviše ih ima u mladim listovima, cvjetnim pupoljcima i nezrelim 
plodovima. Hidrofilni flavonoidi nalaze se otopljeni u staničnom soku vakuola, dok se lipofilni 
flavonoidi (tetra-, penta- i heksametoksilirani) javljaju u idioblastima i ekskretornim stanicama 
(Vladimir, 1993). 
 
Flavonoli i flavoni slične su strukture, imaju nezasićenu vezu između C2 i C3 atoma C prstena, 
a razlikuju se u tome što flavonoli imaju hidroksilnu skupinu vezanu na C3 atomu C prstena 
dok flavoni nemaju. Glavni predstavnici flavonola su: kvercetin, kamferol, miricetin i 
izomiricetin. 
 
2.2.3. Polifenolni spojevi u kadulji 
 
Kadulja je bogata biološki aktivnim komponentama, a udio polifenola razlikuje se ovisno o 
dijelu godine u kojem se provodi berba (Generalić, 2012). Prosječan udio polifenola u kadulji 
u svibnju iznosi 41% ekstrakta, dok u ostalom dijelu godine iznosi 22-30% (Generalić i sur., 
2011). Dijelovi biljke iznad zemlje pretežno sadrže flavonoide i triterpene kao i eterična ulja sa 
hlapljivim sastojcima, kao što su monoterpeni. Diterpeni su glavni sastojci korijena. 
 
Antioksidativni učinak kadulje pripisuje se prisustvu ružmarinske kiseline i flavonoida, koji se 
uglavnom javljaju kao flavoni i njihovi glikozidi. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljaka vrlo je 
važan korak u izolaciji, identifikaciji i uporabi polifenola (Dragović Uzelac i sur., 2012).  
 
U rodu Salvia od hidroksibenzojevih kiselina zastupljene su: 4-hidroksibenzojeva kiselina, 3,4-
dihidroksibenzojeva kiselina (protokatehinska), 3-metoksi-4-hidroksibenzojeva kiselina 
(vanilinska) i 2,4-dimetoksibenzojeva kiselina.  
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Uz navedene fenolne kiseline u kadulji dominiraju hidroksicimetne kiseline i to derivati 
kafeinske kiseline, a to su ružmarinska i litosperminska kiselina, te salvianolna kiselina i 
izosalvianolna kiselina. Glavnina fenolnih kiselina odnosi se na kafeinsku kiselinu (Slika 6.) i 
njezine derivate koji sudjeluju u metabolizmu biljke (Kametou i sur., 2010). Od trimera 
kafeinske kiseline u kadulji se nalaze melitriska kiselina A, metil melitrat A, sagekumarin i 
salvianolna kiselina K i I (Lu i sur.,1999). Kafeinska kiselina, u slobodnom obliku i u obliku 
estera, najzastupljenija je fenolna kiselina te čini između 75% i 100% ukupnog sadržaja 
fenolnih 20 kiselina kod većine voća. Kafeinska kiselina pokazuje veliku antioksidacijsku 
aktivnost, in vitro i in vivo hepatoprotektivno, protuvirusno, protuupalno djelovanje, a u 








Slika 6. Kemijska struktura kafeinske kiseline (Robards i sur., 1999) 
 
 
Zastupljenost derivata hidroksicimetne kiseline u kaduljinom listu je 3,5%, a najveći udio čini 
dimer kafeinske kiseline, ružmarinska kiselina. Struktura se sastoji od dva polifenolna prstena 


















Ružmarinska kiselina je ester kafeinske kiseline i 3,4-dihidroksifenillaktične kiseline. Između 
dva prstena nalaze se karboksilna i karbonilna grupa. Poznati su brojni derivati ružmarinske 
kiseline kao i produkti koji sadrže jednu ili više ružmarinskih kiselina uz dodatak neke druge 
aromatske kiseline. Budući da je ružmarinska kiselina značajno prisutna i u drugim aromatskim 
biljkama, osim u kadulji, nije pogodna za upotrebu kao kemotaksonomični marker. Posjeduje 
brojne biološke funkcije poput inhibicije HIV-1, antitumornu i antihepatitičku te protektivnu 
ulogu. Uz dimere, u kadulji su prisutni trimeri kafeinske kiseline i tetrameri, odnosno dimeri 
ružmarinske kiseline (sagerinska kiselina i salvianolna kiselina L) (Petersen i Simmens, 2003).  
 
U kadulji je prisutno oko 1,1% flavonoida, prije svega flavoni i njihovi glikozidi: luteolini njegovi 
7-glukozid, 7-glukunorid, 3-glukunorid i 7-metilni eter; 6-hidroksiluteolin, njegov 7-glukozid i 
7-glukuronid; 6-metoksiluteolin i njegov 7-metilni eter; luteolin 6,8-di-C-glukozid (vicenin-2); 
apigenin, njegov 7-glukozid i 7-metilni eter (genkvanin); apigenin 6,8-di-C-glukozid; 6-
hidroksiapigenin; 6-metoksiapigenin (hispidulin) i njegov 7-metilni eter (cirsimaritin); 
metoksisalvigenin i kvercitin 3-glikozid (Tamas i sur., 1986).  
 
 
Slika 8. Kemijska struktura flavona (Robards i sur., 1999) 
 
Fenolni glikozidi koji se nalaze u kadulji su picein (4-hidroksiacetofenon 4-glukozid), cis-p-
kumarinska kiselina 4-(2’-apiosil)-glukozid i trans-p-kumarinska kiselina 4-(2’- apiosil)-
glukozid, izolaricirezinol 3-glukozid, 1-hidroksipinorezinol 1-glukozid i drugi (Lu i Foo,2000). 
 
2.3. Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva 
Antioksidacijska aktivnost kadulje pripisuje se zastupljenosti fenolnih kiselina i položaju 
hidroksilnih skupina unutar molekule. Uvođenjem druge hidroksilne grupe u položaj ortho ili 
para te dodatno uvođenjem jedne ili dvije metoksi skupine u ortho položaj obzirom na 




Zbog sposobnosti doniranja vodikova atoma te na taj način hvatanja slobodnih radikala 
generiranih u reakciji peroksidacije lipida, flavonoidi također služe kao antioksidanti. Radikali 
se stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza ili 
daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom (Halliwell i sur., 1995). Za hvatanje slobodnih 
radikala važne su sljedeće skupine flavonoida: o-hidroksilna struktura u B prstenu koja daje 
stabilnost radikalu i omogućuje delokalizaciju elektrona, zatim 2,3-dvostruka veza u konjugaciji 
s 4-keto-skupinom, što omogućuje delokalizaciju elektrona iz B prstena te hidroksilne skupine 
















Slika 9. Strukturne skupine važne za hvatanje slobodnih radikala (Halliwell i sur., 1995) 
 
 
Aglikoni su snažniji antioksidanti od odgovarajućih glikozida. Porastom broja glikozidnih 
skupina flavonskih glikozida smanjuje se antioksidacijska aktivnost na koju ima utjecaj 
prisutnost, položaj i broj glikozidnih skupina te struktura šećera. U kadulji su od flavonoida koji 








2.4. Metode ekstrakcije 
 
Ekstrakcija je postupak potpunog ili djelomičnog odjeljivanja smjese tvari koje imaju nejednaku 
topivost u različitim otapalima. Za postizanje maksimalnog ekstrakcijskog kapaciteta potrebno 
je obratiti pozornost na prirodu biljnog materijala, ali i prirodu samih spojeva. Lipofilnost ili 
hidrofilnost spojeva ima značajan utjecaj na njihovu topljivost u otapalu, a isto tako polarnost 
otapala utječe na efikasnost ekstrakcije. Prisustvo kisika, svjetla i enzimska aktivnost biljaka 
također su faktori koji utječu na ekstrakcijski kapacitet izazivajući oksidaciju, hidrolizu ili 
izomerizaciju. Dakle, odabir ekstrakcijske metode određen je prirodom biološki aktivnih 
spojeva. Ovisi o svojstvima pojedinih dijelova (listovi, sjemenke, cvjetovi i plodovi) biljnog 
materijala, kao i o vrsti i strukturi bioaktivnih komponenta u biljnom matriksu. Da bi ekstrakcija 
bila što učinkovitija, potrebno je odabrati otapalo koje će uz ostale osnovne procesne 
parametre (temperatura, vrijeme kontakta, veličina čestica i pH) utjecati na selektivnu izolaciju 
analita. Većina razvijenih ekstrakcijskih tehnika za izolaciju biološki aktivnih spojeva bazirana 
je na upotrebi organskih otapala, vode, ukapljenih plinova ili njihove kombinacije. Najčešće 
korištena otapala za ekstrakciju polifenolnih spojeva su voda, etanol (96%), metanol i aceton 
(Robards i Antolovich, 1997) te etil-acetat, dietil-eter, metanol ili vodena otopina metanola koji 
su pogodni za ekstrakciju fenolnih kiselina. Topljivost polifenolnih spojeva određena je 
njihovom kemijskom strukturom, a ovisi o interakcijama s drugim spojevima u biljci, kao što 
su ugljikohidrati, proteini, karotenoidi itd. Problem koji se javlja prilikom navedenih interakcija 
je pojava poprilično netopljivih spojeva. Upravo zbog toga, vrlo je važno odabrati pogodno 
otapalo za ekstrakciju, odrediti vrijeme ekstrakcije koje može trajati od 1 minute do 24 sata te 
određenim postupcima ukloniti nefenolne spojeve (terpene, voskove, masti itd.) koji bi ometali 
daljnju analizu. Neprikladno, predugo vrijeme ekstrakcije povećava mogućnost oksidacije 
polifenola, osim u slučaju dodatka reducirajućih tvari.  
 
Najčešće korišteno otapalo za ekstrakciju polifenola je vodena otopina metanola, s udjelom 
metanola od 50 do 80%, zbog svog visokog ekstrakcijskog kapaciteta. Veći udio vode u otapalu 
pogoduje ekstrakciji glikozida fenolnih spojeva, a za ekstrakciju njihovih aglikona potrebno je 
provesti hidrolizu. Pri izolaciji bioaktivnih komponenata iz biljnog materijala mogu se koristiti 
različite ekstrakcijske tehnike, a podijeljene su u dvije osnovne grupe, klasične ili 
konvencionalne i nove, suvremene ili nekonvencionalne. Klasične metode kao što su Soxhlet 
ekstrakcija, destilacija ili maceracija, temelje se na topljivosti tvari u različitim otapalima, 
zagrijavanju i miješanju.  
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Tehnološkim postupkom maceracije moguće je ekstrahirati biološki aktivne spojeve ljekovitog 
i aromatskog bilja, voća ili plodova u vodeno-alkoholnoj bazi (destilatu ili etilnom alkoholu) pri 
sobnoj temperaturi. Glavni nedostaci klasičnih metoda su dugo vrijeme ekstrakcije, potreba za 
skupim otapalima, visoke čistoće, isparavanje velikih količina otapala, niska selektivnost i 
termička razgradnja termolabilnih spojeva. U cilju skraćivanja vremena ekstrakcije, snižavanja 
temperature, smanjenja korištenja otapala štetnih za okoliš, snižavanja troškova procesa i 
istovremenog postizanja veće efikasnosti ekstrakcije, uvedene su i nove, nekonvencionalne 
tehnike ekstrakcije (Azmir i sur., 2013). 
 
Metode ekstrakcije otapalima temelje se na miješanju uzorka s prikladnim otapalom i/ili 
prevođenju uzorka u dvofazni sustav sastavljen od dva ili više otapala koja su međusobno 
slabo topljiva (Dai i Mumper, 2010). 
 
2.4.1. Osnovni procesni parametri ekstrakcije 
 
Ekstrakcijsko otapalo: Pregledom literature vidljivo je da aceton, metanol i etanol (vodene 
otopine u različitim omjerima organske faze otapala) imaju utjecaj na izolaciju polifenolnih 
spojeva kako iz kadulje tako i drugih biljaka.  
  
FDA preporuča upotrebu manje toksičnih otapala kao što su etanol, n-butanol i izopropanol 
(Bartnick i sur., 2006) u ekstrakciji bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala, iako se prema 
istraživanjima nekih autora primjenom metanola ekstrahiraju veći udjeli fenolnih spojeva (Ma 
i sur., 2009). Primjenom metanola kao otapala moguće je ekstrahirati oko 20 % više fenolnih 
spojeva nego etanolom (Kapasakalidis i sur., 2006), dok primjenom etanola u odnosu na vodu 
73 % više (Castañeda-Ovando i sur., 2009). U industrijskim razmjerima za ekstrakciju fenolnih 
spojeva iz biljnog materijala više se koristi etanol ili vodene otopine etanola, zbog manje 
toksičnosti (Ignat i sur., 2011; Bimakr i sur., 2011). Organsko otapalo koje se koristi za 
ekstrakciju iz biljaka trebalo bi zadovoljavati slijedeće karakteristike (Albu i sur., 2004): točka 
ključanja bi trebala biti niska kako bi se olakšalo uklanjanje otapala iz ekstrakta, otapalo ne bi 
smjelo kemijski reagirati s ekstraktom, niti se lako razgraditi, viskoznost mora biti niska, 
stabilnost na toplinu, kisik i svjetlo visoka, a otapalo bi trebalo biti nezapaljivo, netoksično za 




Upotreba etanola kao otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva je korištena u širokom rasponu 
koncentracija tj. od 20 do 100 % (Areias i sur., 2000; Durling i sur., 2007; Dent i sur., 2013), 
a metanola u rasponu koncentracija od 50 do 100 % (Jerman i sur., 2010; Klen i Vodopivec, 
2012). Wang i sur. (2004) proveli su ekstrakciju primijenivši 30-60% vodene otopine etanola, 
dok su Areias i sur. (2000) istraživanje proveli primjenom 30-80% vodene otopine etanola. 
Fecka i Turek (2008) proveli su ekstrakciju fenolnih spojeva iz aromatskog bilja vodenom 
otopinom metanola (70%).  
 
Voda je univerzalno otapalo koje se koristi za izdvajanje biljnih metabolita iz ljekovitih biljnih 
vrsta. Budući da su polifenoli u biljnim tkivima često vezani na proteine i polisaharide vodikovim 
i hidrofobnim vezama, otapalo za ekstrakciju takvih spojeva treba imati sposobnost cijepanja 
veza. Upravo zbog toga je učinak ekstrakcije vodenim otapalom manji nego primjenom 
organskih otapala (Miralai i sur., 2007).  
 
Ako se ekstrakti ljekovitih biljaka koriste za ljudsku upotrebu, primjena otapala za ekstrakciju 
propisana je posebnim zakonskim propisima.  
 
 
Vrijeme i temperatura ekstrakcije: su parametri koji se moraju optimizirati prije samog 
početka ekstrakcije kako bi ona bila što efikasnija. Povećanjem temperature dolazi do 
povećanja topljivosti otopine i koeficijenta difuzije, što posljedično dovodi do poboljšanja 
učinkovitosti ekstrakcije. Kod ekstrakcije polifenolnih spojeva treba obratiti pozornost na 
njihovu stabilnost jer dugotrajna ekstrakcija i visoke temperature uzrokuju njihovu toplinsku 
razgradnju te gubitak aktivnosti, pa je i udio polifenola u konačnom ekstraktu smanjen.  
 
 
Veličina čestica i pH vrijednost: Na udio polifenola ekstrahiranih iz biljnog materijala bitno 
utječe i različita veličina čestica uzorka. Veličina čestica mora biti ograničena jer zbog izuzetno 
malih čestica, koje obično imaju tendenciju spojiti se u aglomerate, dolazi do smanjenja 
prodiranja otapala u biljni materijal, što negativno utječe na postupak prijenosa tvari. Stoga 
se prijenos tvari iz biljaka može poboljšati korištenjem manjih čestica i povećanjem brzine 






2.5. Spektrofotometrijske metode 
Spektrofotometrija (UV/VIS) je najčešće korištena metoda za određivanje različitih skupina 
polifenola zbog svoje jednostavnosti korištenja i niskih troškova, stoga su razvijeni mnogi 
spektrofotometrijski postupci za određivanje fenolnih spojeva. Glavni nedostatak je što se na 
ovaj način mogu odrediti samo pojedine skupine polifenola, ali ne i udio pojedinačnih spojeva 
u istoj skupini. Iz tog razloga razvijene su različite kromatografske tehnike, prikladne za 
određivanje i separaciju polifenola. 
 
2.6. Kromatografske metode 
Kromatografija je analitička metoda kojom se smjesa spojeva rastavlja na sastavne 
komponente na principu raspodjele između stacionarne i mobilne faze. Tijekom 
kromatografskog ispitivanja uzorak se nalazi u dinamičkoj ravnoteži između tih dviju faza. 
Nepokretna faza se mora odabrati tako da vrijeme zadržavanja molekula u njoj bude selektivno 
tj. da različiti sastojci smjese budu uz nju različito dugo vezani. Parametri kromatografskog 






















3. MATERIJALI I METODE 
 
3.1. Materijal  
 
Korišteni su listići samonikle kadulje (Salvia officinalis L.), ubrani na području Dalmacije 
(Pirovac) u srpnju 2017. godine. Listići su osušeni te skladišteni, a neposredno prije provođenja 
analize i usitnjeni.  
3.2. Kemikalije i standardi 
 
Kemikalije za postupke ekstrakcije 
 96 %-tna vodena otopina etanola; Gram-mol (Hrvatska) 
 100 %-tni metanol; Gram-mol (Hrvatska) 
 100 %-tni aceton; Kemika (Hrvatska) 
 Deionizirana voda 
 
Kemikalije i standardi za spektrofotometrijsko određivanje 
 Folin-Ciocalteu reagens; Gram-mol (Hrvatska) 
 Zasićena otopina natrijeva karbonata (20%, w/v ), Na2CO3; Gram-mol (Hrvatska) 
 96 %-tna vodena otopina etanola; Gram-mol (Hrvatska) 
 Otopina aluminijeva klorida (10%, w/v ), AlCl3; Gram-mol (Hrvatska) 
 Otopina kalijevog acetata, 1 M, CH3CO2K; Gram-mol (Hrvatska) 
 Koncentrirana klorovodična kiselina, 37 %-tna; Gram-mol (Hrvatska) 
 Standard kafeinske kiseline; Acros Organics (New Jersey, USA) 
 Standard kvercetina; Acros Organics (New Jersey, USA) 
 Standard galne kiseline; Merck KGaA (Darmstadt, Germany) 
 
3.3. Aparatura i pribor  
 
 Analitička vaga (Tehničar Servag, Zagreb, Hrvatska) 
 UV/VIS Spektrofotometar (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD) 
 Magnetski mješač (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 





3.4. Metode rada 
 
Iz lista kadulje su postupcima ekstrakcije refluksiranjem i maceracije dobiveni ekstrakti u 
kojima se potom spektrofotometrijski određivao maseni udio polifenolnih spojeva, pri različitim 
valnim duljinama.    
 
3.4.1. Ekstrakcija refluksiranjem (Eksperiment A) 
Odvaže se 1 g uzorka s točnošću ± 0,01 prethodno usitnjenih listića biljke u Erlenmeyerovu 
tikvicu volumena 100 mL, te se doda 25 mL ekstrakcijskog otapala. Sadržaj tikvice se dobro 
promiješa, tikvica se stavi na magnetsku miješalicu, stavi se magnet i uključi miješanje, a 
temperatura se podesi na temperaturu ključanja otapala. Na tikvicu se stavi vodeno hladilo i 
uključi se voda. Kada sadržaj unutar tikvice počne ključati mjeri se vrijeme ekstrakcije 1 h. Po 
završetku ekstrakcije sadržaj tikvice se ohladi pod mlazom hladne vode te se dobiveni ekstrakt 
profiltrira preko lijevka i filter papira (Papir crna vrpca Munktell 125 mm/388, Filtrak, Germany) 
u odmjernu tikvicu od 25 mL, a nakon toga sadržaj tikvice nadopuni se do oznake otapalom 
korištenim za ekstrakciju. Ekstrakt se prebaci u plastičnu kivetu, i ekstrakti se čuvaju na 






















 Etanol (96%) 
 Etanol-voda (1:1) 
 Aceton (100%) 
 Aceton-voda (1:1) 
 Metanol (100%) 
 Metanol-voda (1:1) 
 Etanol-metanol-aceton (1:1:1) 
 Etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1) 
 
3.4.2. Maceracija (Eksperiment B) 
Odvaže se 1 g uzorka s točnošću ± 0,01 prethodno usitnjenih listića biljke u Erlenmeyerovu 
tikvicu volumena 100 mL, te se doda 25 mL ekstrakcijskog otapala u kojem se uzorak natapa 
72 h (Slika 11). Po završetku maceracije sadržaj tikvice se profiltrira preko lijevka i filter papira 


















Slika 11. Maceracija uzorka u otapalu             Slika 12. Filtracija preko lijevka i filter papira 
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3.4.3. Spektrofotometrijsko određivanje polifenolnih spojeva 
Ukupni fenoli, hidroksicimetne kiseline, flavonoli i ukupni flavonoidi određivani su 
spektrofotometrijski u prethodno pripremljenim ekstraktima kadulje dobivenim postupcima 
ekstrakcije refluksiranjem i maceracije. 
 
 
3.4.3.1. Određivanje ukupnih fenola 
 
Ukupni fenoli se određuju spektrofotometrijski pri čemu se metoda temelji se na kolornoj 
reakciji fenola s Folin-Chiocalteu reagensom, te mjerenjem nastalog plavog obojenja pri 765 
nm (Singleton i Rossi 1965). Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolmrafove i 
fosfomolibdene kiseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se 
reduciraju u volmframov oksid i molibdenov oksid koji su plave boje. Redukcija ovih kiselina 
odnosno tvorba relativno stabilnog plavo obojenog kompleksa bit će intenzivnija što je prisutan 
veći broj hidroksilnih skupina ili oksidirajućih grupa u fenolnim spojevima. 
 
Reakcija fenola s Folin-Chiocalteu reagensom: 
 
Na2WO4/Na2MoO4 + Fenol → (fenol-MoW11O40)4- 
Mo (VI) + e-→ Mo (V) 
 
Izrada baždarnog dijagrama galne kiseline 
Za pripremu baždarnog pravca pripremi se standardna otopina galne kiseline, masene 
koncentracije 5 g/L. Od te otopine galne kiseline rade se razrjeđenja u odmjernim tikvicama 
od 100 mL tako da se koncentracije standardnih otopina galne kiseline iznose 50, 100, 150, 
250, 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 125 µL otopine standarda u staklene epruvete. 
Potom se dodaje redom 625 µL Folin-Cioalteu reagensa i 10 mL deionizirane vode. Nakon 3 
minute doda se 1,9 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promiješa pomoću 
Vortexa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T= 50°C u vodenoj kupelji. Nakon 
toga se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija 
nacrta se baždarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o masenoj koncentraciji galne 






Aparatura i pribor: 
 Spektrofotometar 
 Staklene kivete 
 Analitička vaga 
 Mikropipeta 100 i 1000 µL  
 Pipete, volumena 1 mL, 2 mL 




 Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens) 
F.C. reagens se razrijedi s deioniziranom vodom u omjeru 1:2 
 Zasićena otopina natrijeva karbonata (20%, w/v ), Na2CO3 
200 g anhidrida natrijeva karbonata se otopi u 800 mL vruće deionizirane vode, ohladi 
na sobnu temperaturu i doda nekoliko kristalića natrijeva karbonata, nadopuni vodom 
u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira kako bi se dobila zasićena otopina 
natrijeva karbonata (20%-tna otopina). 
 Standard galne kiseline 
Odvaže se 250 mg galne kiseline u plastičnoj lađici za vaganje te se pomoću 5 ml 96%-
tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 50 mL i otopi u datom 
volumenu, a potom se do oznake nadopuni deioniziranom vodom. 
 
 
Postupak određivanja ukupnih fenola 
Alikvot od 125 µL ekstrakta kadulje (prethodno razrijeđenog) otpipetira se u staklenu epruvetu, 
potom se doda 625 µL Folin-Cioalteu reagensa i 10 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda 
se 1,9 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promiješa pomoću Vortexa, a 
potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T= 50°C u vodenoj kupelji. Nakon toga se mjeri 
apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm. Maseni udjeli ukupnih fenola izraženi su kao ekvivalent 








3.4.3.2. Određivanje hidroksicimetnih kiselina 
 
Hidroksicimetne kiseline se određuje mjerenjem intenziteta nastalog obojenja pri 320 nm 
(Howard i sur., 2003).  
 
Izrada baždarnog pravca kafeinske kiseline 
Za pripremu baždarnog pravca pripremi se standardna otopina kafeinske kiseline, masene 
koncentracije 100 mg/L. Iz alikvota otopine standarda 100 mg/L pripreme se razrjeđenja 
kiseline tako da koncentracije standardnih otopina kafeinske kiseline iznose: 10, 25, 50 i 66,7 
mg/L. Također, za analizu se uzima i alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mg/L. U 
staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 µL otopine standarda, 250 µL 1g/L HCl u 96% 
etanolu i 4,55 mL 2g/L HCl. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baždarni pravac 
ovisnosti apsorbancije pri 320 nm o masenoj koncentraciji kafeinske kiseline (mg L-1). 
 
Aparatura i pribor: 
1. Spektrofotometar 
2. Staklene epruvete 
3. Analitička vaga 
4. Mikropipete i pipete volumena 5 mL 
5. Odmjerne tikvice volumena 10 mL i 100 mL 




 Koncentrirana klorovodična kiselina, 37% 
 Etanol, 96% 
 Klorovodična otopina masene koncentracije 1 g/L HCl (u 96% etanolu) 
Otopina se priprema na način da se 0,227 mL koncentrirane klorovodične kiseline 
(37%) otpipetira u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni 96% etanolom do oznake. 
 Klorovodična otopina masene koncentracije 2 g/L HCl 
Otopina se dobije se tako da se 0,454 mL koncentrirane klorovodične kiseline otpipetira 






 Standard kafeinske kiseline (100 mg/L) 
Odvaže se 5 mg standarda kafeinske kiseline, te se pomoću  2,5 mL 80%-tnog 
metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 50 mL i otopi u datom 
volumenu, a potom se do oznake nadopuni 80%-tnim metanolom. 
 
Postupak određivanja hidroksicimetnih kiselina 
 
Alikvot od 250 µL ekstrakta kadulje (prethodno razrijeđenog) otpipetira se u staklenu epruvetu, 
potom se doda 250 µL 1 g/L HCl (u 96% etanolu) i 4,55 mL 2 g/L HCl. Nakon toga se mjeri 
apsorbancija pri valnoj duljini 320 nm. Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi 
se pomoću jednadžbe baždarnog pravca za kafeinsku kiselinu. Maseni udjeli hidroksicimetnih 
kiselina izražavaju se kao ekvivalent kafeinske kiseline (mg CAE g-1 suhog lista kadulje). 
 
3.4.3.3. Određivanje flavonola 
 
Određivanje flavonola se provodi spektrofotometrijskom metodom pri čemu se intenzitet 
nastalog obojenja mjeri pri 360 nm (Howard i sur., 2003).  
 
Izrada baždarnog pravca kvercetina 
Za pripremu baždarnog pravca pripremi se standardna otopina kvercetina, masene 
koncentracije 100 mg L-1. Iz alikvota otopine standarda 100 mg L-1 pripreme se razrjeđenja 
tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose:: 2.5, 5, 10, 25 i 50 mg L-1. 
Također, za analizu se uzima i alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mgL-1. U staklenu 
epruvetu otpipetira se redom 250 µL otopine standarda, 250 µL 1g/L HCl u 96% etanolu i 4,55 
mL 2g/L HCl. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baždarni pravac ovisnosti 
apsorbancije pri 360 nm o masenoj koncentraciji kvercetina (mg L-1). 
 
Aparatura i pribor: 
1. Spektrofotometar 
2. Staklene epruvete 
3. Analitička vaga 
4. Mikropipete i pipete volumena 5 mL 
5. Odmjerne tikvice volumena 10 mL i 100 mL 





 Koncentrirana klorovodična kiselina, 37% 
 Etanol, 96% 
 Klorovodična otopina masene koncentracije 1 g/L HCl (u 96% etanolu) 
Otopina se priprema na način da se 0,227 mL koncentrirane klorovodične kiseline 
(37%) otpipetira u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni 96% etanolom do oznake. 
 Klorovodična otopina masene koncentracije 2 g/L HCl 
Otopina se dobije se tako da se 0,454 mL koncentrirane klorovodične kiseline otpipetira 
u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni deioniziranom vodom do oznake.  
 Standard kvercetina (100 mg L-1) 
Odvaže se 5 mg standarda kvercetina, te se pomoću 2.5 mL 100%-tnog metanola 
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 50 mL i otopi u datom volumenu, 
a potom se do oznake nadopuni 100%-tnim metanolom 
 
Postupak određivanja flavonola 
 
Alikvot od 250 µL ekstrakta kadulje (prethodno razrijeđenog) otpipetira se u staklenu epruvetu, 
potom se doda 250 µL 1 g/L HCl (u 96% etanolu) i 4,55 mL 2 g/L HCl. Nakon toga se mjeri 
apsorbancija pri valnoj duljini 360 nm. Kvantifikacija flavonola provodi se pomoću jednadžbe 
baždarnog pravca za kvercetin. Maseni udjeli flavonola izražavaju se kao ekvivalent kvercetina 
(mg QE g-1 suhog lista kadulje). 
 
3.4.3.4. Određivanje ukupnih flavonoida 
Ukupni flavonoidi se određuju metodom koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s 
aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja 
spektrofotometrijski pri 415 nm (Chang i sur., 2002). 
 
Izrada baždarnog pravca kvercetina 
Za pripremu baždarnog pravca pripremi se standardna otopina kvercetina, masene 
koncentracije 100 mg L-1. Iz alikvota otopine standarda 100 mg L-1 pripreme se razrjeđenja 
tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose:: 10, 25, 50 i 75 mg L-1. Također, 
za analizu se uzima i alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mg L-1. U staklenu epruvetu 
otpipetira se redom 0.5 mL prethodno razrijeđenog ekstrakta, 1.5 mL 96%-tnog etanola, 0.1 
mL 10%-tnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 ml deionizirane vode.  
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Na isti način pripremi se slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se 
umjesto 10 %-tnog aluminijeva klorida dodaje isti volumen deionizirane vode (0,1 mL). 
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon čega se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini 
415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baždarni pravac ovisnosti apsorbancije 
pri 415 nm o masenoj koncentraciji kvercetina (mg L-1). 
 
 
Aparatura i pribor: 
1. Spektrofotometar 
2. Staklene epruvete  
3. Analitička vaga  
4. Pipete, volumena 2 mL, 5 mL 
5. Mikropipete od 100 i 1000 µL 
6. Odmjerne tikvice, volumena 10 mL (4 kom) i 100 mL (1 kom) 




 Etanol, 96%-tni 
 Metanol, 100%-tni 
 Aluminijev klorid, 10%-tni 
10%-tni aluminijev klorid  se priprema na način da se 1 g aluminijevog klorida (aluminij-
klorid-heksahidrat, p.a.) otopi sa 5 mL deionizirane vode te kvantitativno prenese u 
odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake deioniziranom vodom. 
 Kalijev acetat, 1 M 
Priprema 1 M kaliijevog acetata zahtjeva da se 9,845 g uzorka otopi u 10 mL 
deionizirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 
do oznake deioniziranom vodom. 
 Standard kvercetina (100 mg L-1) 
Odvaže se 10 mg standarda kvercetina, te se pomoću 5 mL 100%-tnog metanola 
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, 






Postupak određivanja ukupnih flavonoida 
 
Alikvot od 500 µL ekstrakta kadulje (prethodno razrijeđenog) otpipetira se u staklenu epruvetu, 
potom se doda 1.5 mL 96%-tnog etanola, 0.1 mL 10%-tnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M 
kalijeva acetata i 2,8 ml deionizirane vode. Na isti način pripremi se slijepa proba, ali se umjesto 
ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog aluminijeva klorida dodaje isti 
volumen destilirane vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon čega se 
izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm. Kvantifikacija ukupnih flavonoida provodi se 
pomoću jednadžbe baždarnog pravca za kvercetin. Maseni udjeli ukupnih flavonoida izražavaju 



























4. REZULTATI I RASPRAVA 
 
U ovom radu prikazani su rezultati spektrofotometrijskog određivanja ukupnih fenola, 
flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola u pripremljenim ekstraktima lista kadulje, 
upotrebom dviju ekstrakcijskih metoda: ekstrakcija refluksiranjem (Eksperiment A) i 
maceracija (Eksperiment B). Korištena otapala u obje metode ekstrakcije su: voda, etanol 
(96%), etanol-voda (1:1), aceton (100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda 
(1:1), etanol-metanol-aceton (1:1:1) i etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1). Ekstrakcija 
refluksiranjem je provedena pri temperaturi ključanja otapala kroz 1 h, a maceracija 
natapanjem lista kadulje kroz 72 h na sobnoj temperaturi.  
 
4.1. Spektrofotometrijsko određivanje masenih udjela polifenolnih spojeva 
4.1.1. Ukupni fenoli 
Za određivanje ukupnih fenola u pripremljenim ekstraktima kadulje potrebno je bilo izraditi 
baždarni dijagram. Na slici 13. prikazan je baždarni dijagram na kojem su prikazane masene 
koncentracije galne kiseline s pripadajućim izmjerenim vrijednostima apsorbancije. Iz 
regresijskog pravca izračunate su vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija, iz kojih su 
izračunati maseni udjeli ukupnih fenola (Tablica 1) u pripremljenim ekstraktima lista kadulje. 
Rezultati masenog udjela ukupnih fenola su izraženi kao mg galne kiseline na g suhog lista 
kadulje. 
 



























ɣ (mg L-1) 
 
 




Tablica 1.  Rezultati spektrofotometrijskog određivanja ukupnih fenola dobivenih u oba 
eksperimenta prilikom uporabe određenog otapala (mg GAE/g ± SD) 
 
OTAPALO EKSPERIMENT A EKSPERIMENT B 
w (mg GAE/g) ± SD 
Voda 87,45 ± 2,09 32,34 ± 3,99 
Etanol 63,26 ± 3,07 35,51 ± 1,68 
Etanol-Voda 114,70 ± 5,15 79,22 ± 4,32 
Aceton 35,82 ± 0,93 22,89 ± 1,50 
Aceton-Voda 111,90 ± 3,31 106,42 ± 5,88 
Metanol 88,83 ± 3,50 54,96 ± 5,66 
Metanol-Voda 106,20 ± 5,93 85,72 ± 0,41 
Etanol-Metanol-Aceton 66,70 ± 5,51 49,39 ± 3,50 
Etanol-Metanol-Aceton-Voda 107,95 ± 1,10 134,87 ± 2,26 
 
 
Iz Tablice 1. vidljivo je da su vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola od 22,89 do 134,87 
mg/g ovisno o primijenjenom ekstrakcijskom otapalu u postupku maceracije. Primjenom 
otapala etanol-metanol-aceton-voda postiže se najveći ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih 
fenola, dok primjenom acetona najniži. U postupku ekstrakcije refluksiranjem pri temperaturi 
ključanja otapala, maseni udjeli ukupnih fenola kreću se od 35,82 do 114,70 mg/g ovisno o 
ekstrakcijskom otapalu, gdje je primjenom otapala etanol-voda ekstrahiran veći maseni udio 
ukupnih fenola u odnosu na aceton. Usporedimo li dobivene rezultate masenih udjela ukupnih 
fenola iz oba postupka ekstrakcije, ukupno gledano se primjenom postupka ekstrakcije 
refluksiranjem su ekstrahirani veći maseni udjeli ukupnih fenola iz lista kadulje u odnosu na 
maceraciju. Također, primjenom drugih otapala (etanola, acetona, metanola), te uz dodatak 
vode u postupku ekstrakcije refluksiranjem ekstrahirani su veći maseni udjeli ukupnih fenola u 
odnosu na maceraciju. Obradom dobivenih rezultata, vidljivo je i kako se ukupni najveći maseni 
udio ukupnih fenola dobije primjenom otapala etanol-metanol-aceton-voda, a najmanji 
primjenom 100%-tnog acetona kao otapala, oboje kod postupka maceracije. Iz dobivenih 
rezultata može se zaključiti da kombinacija otapala te dodatak vode u otapalo doprinosi većem 
ekstrakcijskom kapacitetu izolacije ukupnih fenola iz lista kadulje, u oba postupka ekstrakcije. 
Uzmemo li u obzir, vrijeme trajanja ekstrakcije refluksiranjem i maceracije, prednost je na 





4.1.2. Hidroksicimetne kiseline 
 



























ɣ (mg L-1) 
 




Tablica 2.  Rezultati spektrofotometrijskog određivanja hidroksicimetnih kiselina dobivenih u 
oba eksperimenta prilikom uporabe određenog otapala (mg CAE/g ± SD). 
 
OTAPALO EKSPERIMENT A EKSPERIMENT B 
w (mg CAE/g) ± SD 
Voda 51,54 ± 0,92 18,02 ± 2,28 
Etanol 42,98 ± 1,14 24,68 ± 0,02 
Etanol-Voda 49,57 ± 4,15 34,18 ± 5,21 
Aceton 27,58 ± 0,5 30,03 ± 1,32 
Aceton-Voda 57,38 ± 0,15 41,16 ± 1,64 
Metanol 41,62 ± 3,64 28,16 ± 1,64 
Metanol-Voda 46,02 ± 6,27 55,61 ± 3,21 
Etanol-Metanol-Aceton 42,22 ± 6,68 39,12 ± 3,16 





Iz Tablice 2. vidljivo je da se maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina kreću u rasponu od 27,58 
do 62,31 mg/g što ovisi o ekstrakcijskom otapalu koje je primijenjeno u postupku ekstrakcije 
refluksiranjem. Najveći ekstrakcijski kapacitet izolacije hidroksicimetnih kiselina postiže se 
primjenom otapala etanol-metanol-aceton-voda, a primjenom vode postiže se najmanji. U 
drugome postupku, maceraciji, dobivene vrijednosti masenih udjela hidroksicimetnih kiselina 
su od 18,02 do 66,08 mg/g što također ovisi o odabranom ekstrakcijskom otapalu. Najveći 
maseni udio hidroksicimetnih kiselina ekstrahira se primjenom otapala etanol-metanol-aceton-
voda, dok se primjenom vode ekstrahira najmanji. Dobiveni rezultati spektrofotometrijskog 
određivanja hidroksicimetnih kiselina pokazuju da se postupkom maceracije s etanol-metanol-
aceton-voda otapalom postiže ukupno najveći maseni udio hidroksicimetnih kiselina, dok 
uporabom vode kao otapala najmanji. Usporedbom dobivenih rezultata za oba provedena 
postupka, vidljivo je da iako postupak ekstrakcije refluksiranjem ne daje najveću ekstrahiranu 
vrijednost masenih udjela hidroksicimetnih kiselina, primjena gotovo svih otapala u tom 
postupku daje veće vrijednosti masenih udjela u odnosu na maceraciju. Otapala etanol-voda, 
metanol-voda i aceton-voda daju bolje rezultate u pogledu količine ekstrahiranih 
hidroksicimetnih kiselina, kao dokazanih antioksidansa, u odnosu na primjenu čistog otapala 
(96% etanol, 100% metanol, 100% aceton). Stoga, može se zaključiti da dodatak vode u 
otapalo doprinosi većem ekstrakcijskom kapacitetu izolacije hidroksicimetnih kiselina bez 




























ɣ (mg L-1) 
 
 
Slika 15. Baždarni dijagram kvercetina 
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Tablica 3. Rezultati spektrofotometrijskog određivanja flavonola dobivenih u oba 
eksperimenta prilikom uporabe određenog otapala (mg QE/g ± SD). 
 
OTAPALO EKSPERIMENT A EKSPERIMENT B 
w (mg QE/g) ± SD 
Voda 33,38 ± 0,55 15,29 ± 2,78 
Etanol 35,97 ± 2,76 26,85 ± 1,63 
Etanol-Voda 44,52 ± 5,2 24,71 ± 1,43 
Aceton 29 ± 5,87 35,3 ± 1,92 
Aceton-Voda 47,37 ± 2,6 31,91 ± 0,83 
Metanol 31,32 ± 3,59 27,69 ± 0,93 
Metanol-Voda 33,52 ± 6,67 39,5 ± 0,15 
Etanol-Metanol-Aceton 37,59 ± 3,5 30,46 ± 0,48 
Etanol-Metanol-Aceton-Voda 48,53 ± 0,8 49,36 ± 3,68 
 
 
Iz Tablice 3. može se uočiti da je raspon vrijednosti masenih udjela flavonola za postupak 
ekstrakcije refluksiranjem od 29 do 48,53 mg/g. U postupku maceracije je raspon ekstrahiranih 
masenih udjela nešto veći i on se kreće između 15,29 i 49,36 mg/g. Ukupno gledajući, visok 
ekstrakcijski kapacitet etanol-metanol-aceton-voda otapala još jednom dokazuje činjenica da 
se postupkom maceracije uz navedeno otapalo dobije i ukupno najveći maseni udio flavonola. 
Suprotno tome, aceton se ponovno pokazao kao otapalo niskog ekstrakcijskog kapaciteta 
budući da se uporabom istog u postupku maceracije dobije ukupno najmanji maseni udio 
flavonola. Pojedinačno, kod postupka ekstrakcije refluksiranjem nešto više vrijednosti 
ekstrahiranih flavonola se dobiju primjenom otapala etanol-metanol-aceton, etanol-metanol-
aceton-voda i aceton-voda, dok čistim acetonom vrlo malo. Kod maceracije je utjecaj otapala 
na ekstrakciju nešto drugačiji obzirom da najmanju količinu ekstrahiranih spojeva daje 
primjena vode kao otapala. Niske vrijednosti masenih udjela daju i etanol i metanol u čistome 
obliku, dok se uporaba otapala etanol-metanol-aceton-voda pokazala ponovno učinkovitom. Iz 
dobivenih rezultata može se zaključiti da se veći ekstrakcijski kapacitet izolacije flavonola iz 
kadulje postiže primjenom smjese otapala (etanol-metanol-aceton-voda) u odnosu na 
primjenu otapala s većim udjelom organske faze (96%-tni etanol, 100%-tni aceton i 100%-tni 




4.1.4. Ukupni flavonoidi 
 
 

























ɣ (mg L-1) 
 
 




Tablica 4.  Rezultati spektrofotometrijskog određivanja ukupnih flavonoida dobivenih u oba 
eksperimenta prilikom uporabe određenog otapala (mg QE/g ± SD). 
 
OTAPALO EKSPERIMENT A EKSPERIMENT B 
w (mg QE/g) ± SD 
Voda 30,49 ± 0,48 11,29 ± 1,49 
Etanol 48,31 ± 4,01 26,06 ± 0,19 
Etanol-Voda 42,70 ± 2,51 17,49 ± 0,24 
Aceton 19,38 ± 5,14 16,45 ± 2,71 
Aceton-Voda 26,48 ± 2,45 26,75 ± 0,52 
Metanol 48,76 ± 6,09 35,74 ± 5,37 
Metanol-Voda 34,20 ± 1,51 24,30 ± 0,03 
Etanol-Metanol-Aceton 34,61 ± 5,29 34,65 ± 1,17 





Iz Tablice 4. vidljivo je da su vrijednosti masenih udjela ukupnih flavonoida od 19,38 do 48,76 
mg/g ovisno o primijenjenom ekstrakcijskom otapalu u postupku ekstrakcije refluksiranjem. 
Zanimljivo je uočiti da se u tom postupku, primjenom metanola (100%), postiže najveći 
ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih flavonoida, dok primjenom acetona najniži. U postupku 
maceracije maseni udjeli ukupnih flavonoida se kreću od 11,29 do 35,74 mg/g što naravno 
ovisi o odabiru ekstrakcijskog otapala. I u ovome postupku, primjena metanola kao otapala 
doprinosi ekstrakciji najvećeg masenog udjela ukupnih flavonoida. Najniži ekstrakcijski 
kapacitet izolacije pokazala je voda. Usporede li se dobiveni rezultati masenih udjela ukupnih 
flavonoida iz oba postupka ekstrakcije, vidljivo je da su primjenom postupka ekstrakcije 
refluksiranjem ekstrahirani veći maseni udjeli ukupnih flavonoida iz lista kadulje u odnosu na 
maceraciju. Osim metanola, etanol se također pokazao kao otapalo visokog ekstrakcijskog 
kapaciteta u oba postupka ekstrakcije ukupnih flavonoida. Primjena kombiniranih otapala kao 
što su etanol-metanol-aceton i etanol-metanol-aceton-voda i dalje daje dobre rezultate iz čega 
se može zaključiti da se binarnim sustavom otapala postiže učinkovitija ekstrakcija fenolnih 
spojeva nego s mono sustavima (u ovom slučaju voda), osim za ukupne flavonoide gdje se 
bolji rezultat postiže primjenom čistih otapala (metanol i etanol). 
 
 












Slika 17. Prikaz utjecaja različitih otapala i metoda ekstrakcije na maseni udio ukupnih 
fenola (mg GAE g-1 suhog lista kadulje) 
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U provedenome istraživanju ispitivan je utjecaj različitih otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva 
iz sušene kadulje (Salvia officinalis L). Klasična ekstrakcija refluksiranjem fenolnih spojeva 
provedena je primjenom otapala različite polarnosti: voda, etanol (96%), etanol-voda (1:1), 
aceton (100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-metanol-
aceton (1:1:1) i etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1). Općenito, svi dobiveni ekstrakti bogat 
su izvor fenolnih spojeva, ali njihova koncentracija značajno ovisi o uvjetima ekstrakcije, 
polarnosti otapala, vremenu i temperaturi ekstrakcije. Na ekstrakcijski kapacitet osim odabira 
ekstrakcijskog otapala utječe i kemijski sastav uzorka. Također, prisustvo i udio vode u 
organskoj fazi otapala ima značajnu ulogu, jer voda pojačava proces difuzije i olakšava 
ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala. 
 
Iz Slike 17. vidljiv je utjecaj različitih otapala, korištenih u eksperimentima, na ekstrakciju 
određene masenog udjela ukupnih fenola. U većini slučajeva, primjenom odabranog otapala 
dobije se veća koncentracija ukupnih fenola postupkom ekstrakcije refluksiranjem u odnosu 
na maceraciju. Međutim, najveća dobivena koncentracija ukupnih fenola u iznosu od 134,87 
mg g-1, dobivena je upravo postupkom maceracije prilikom korištenja otapala etanol-metanol-
aceton-voda. Mnoga istraživanja pokazuju utjecaj različitih otapala na ekstrakciju fenolnih 
spojeva. Areias i sur. (2000) su proveli istraživanje u kojem su ispitivali utjecaj vodene otopine 
etanola s različitim udjelom organske faze u otapalu (30-80%), na ekstrakciju. Naposljetku su 
došli do zaključka da na količinu ekstrahiranih fenolnih spojeva veći utjecaj ima udio vode 
odnosno organske faze u otapalu od izbora samoga otapala što je u skladu s rezultatima 
dobivenim u ovome radu koji pokazuju da se bolji ekstrakcijski kapacitet postiže primjenom 
binarnog sustava otapala tj. vodenih otopina etanola, metanola i acetona, ali s porastom udjela 
organskih otapala u vodenim otopinama ekstrakcijski kapacitet se smanjuje. 
 
O utjecaju polarnosti otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva svjedoče i istraživanja drugih 
autora (Naczk i Shahidi, 2006), gdje dobiveni rezultati pokazuju kako se povećanjem udjela 
etanola sa 30 na 50% povećava ekstrakcijski kapacitet, a daljnjim povećanjem udjela etanola, 
smanjuje se koncentracija ukupnih fenola. Wang i sur. (2004) su istraživali utjecaj otapala na 
količinu ekstrahiranih fenolnih spojeva. Najveći ekstrakcijski kapacitet su postigli primjenom 
30-60 % vodenih otopina etanola, dok primjena drugih otapala (30 % vodenih otopina 





Fecka i Turek (2008) su proveli ekstrakciju fenolnih spojeva iz timjana i mažurana (30, 50 i 70 
%) vodenom otopinom metanola te također zaključili da je količina ekstrahiranih fenolnih 
spojeva značajno ovisila o udjelu vodene faze u otapalu. Povećanje udjela acetona u otapalu 
za ekstrakciju ne utječe značajno na povećanje ekstrakcijskog kapaciteta. Budući da su 
polifenoli u biljnim tkivima često vezani na proteine vodikovim i hidrofobnim vezama, potrebno 
je otapalo za ekstrakciju sa sposobnosti cijepanja tih veza. Upravo zbog toga, učinak 
ekstrakcije vodenim otapalom manji je nego primjenom organskih otapala.  
 
Rezultati dobiveni u ovom istraživanju pokazuju da količina ukupnih fenola značajno varira 
ovisno o koncentraciji etanola, metanola i acetona u otapalu za ekstrakciju, što je u skladu s 
istraživanjima drugih autora prema kojima ekstrakcijski kapacitet fenolnih spojeva u raznim 
biljnim vrstama ovisi o vrsti otapala (Akowuah i sur., 2005; Turkmen, Sari, i Velioglu, 2006).  
 
Iz navedenih rezultata može se zaključiti da se binarnim sustavom otapala postiže učinkovitija 
ekstrakcija fenolnih spojeva nego s mono sustavima (voda ili čisti etanol/metanol) te da udio 
























Na temelju rezultata dobivenih u okviru provedenog istraživanja može se zaključiti slijedeće: 
 
1. Ekstrakti lista kadulje (Salvia officinalis L.) bogat su izvor polifenolnih spojeva, 
spektrofotometrijski su određeni visoki maseni udjeli ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, 
flavonola i flavonoida.  
 
2. Najveći ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola 
postignut je primjenom otapala etanol-metanol-aceton-voda, maceracijom, dok flavonoida 
primjenom otapala metanol i etanol, ekstrakcijom refluksiranjem. 
 
3. Kombinacija otapala te dodatak vode u otapalo doprinosi većem ekstrakcijskom kapacitetu 
izolacije polifenolnih spojeva (ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola) iz lista 
kadulje kod obje metode ekstrakcije. 
 
4. Maseni udio polifenolnih spojeva u vodenim ekstraktima značajno je manji u usporedbi s 
masenim udjelima u etanolnim, metanolnim i acetonskim ekstraktima (u kombinaciji s vodom) 
kod obje metode ekstrakcije. 
 
5. Usporedbom dobivenih rezultata obje metode ekstrakcije, može se zaključiti da metodom 
ekstrakcije refluksiranjem se postiže veći ekstrakcijski kapacitet izolacije polifenolnih spojeva 
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